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Angiotensin II-Independent Pathophysiological Significance of ATRAP  














Angiotensin II type 1 receptor (AT1R)に結合し，その内在化を促進する事で様々な




その際，高齢 ATRAP 欠損マウスでは高齢野生型マウスに比べて腎臓での SIRT1 の発現が
低下していた．また SIRT1 の発現変動はアンジオテンシン II 非依存的であることも示し






行い，in vitroで ATRAP による SIRT1発現調節機構を解析することとした．  
 
実験材料と方法 
今回，ヒト近位尿細管初代培養細胞（RPTEC, renal proximal tubule epithelial cell）にテ
ロメラーゼ hTERT タンパク質と老化因子 CDKN2A をターゲットとした shRNA を共発
現させることにより不死化近位尿細管細胞（immortalized（i）RPTEC)を作成した．その
後，限界希釈法にてクローン化を行い，クローン化不死化近位尿細管細胞株（cloned 
iRPTEC cells）を 12 種類取得した．近位尿細管としての性質確認は，そのマーカーである
SGLT2 とDPP4 の発現量を RT-qPCR 法により解析することで行った．さらに，ATRAP
と AT1R の発現量についても同様の方法で解析した．SGLT2 及び DPP4 を発現し，かつ
十分な AT1Rと ATRAPの発現を認めた細胞株を cloned（c）iRPTEC とし，その後の解
析に用いた．また，ciRPTEC を用い，SGLT2 の発現量に対する遠位尿細管マーカーであ
る Calbindin1と AQP2 の発現量を比較し，遠位尿細管のマーカーの発現が極めて少ない
ことを確認した．さらに，ciRPTEC が AngIIや血清飢餓といった刺激に対して正常に反応
することを確認した．この ciRPTEC にを用い，SIRT1 で報告されている血清飢餓刺激依





取得した ciRPTEC に対して，Ang II 刺激を行った．その結果，ATRAP mRNA 発現量
は低下し，上皮型 Na+/H+交換輸送体（NHE3）mRNA 発現量は Ang II 濃度依存的に上昇
した．また，血清飢餓刺激により， ATRAP mRNA 発現量は有意に上昇した．これら結
果は，マウスモデルで観察された結果と同様であり，ciRPTEC が in vitro モデルとして適
当であると考えられた． 
次に，ciRPTECにおいて，siRNA を用いた ATRAP の一過性な KD を行い，SIRT1発
現に与える影響を解析した．その結果，ATRAP-KD により SIRT1 のタンパク質発現量が
有意に低下した（図 A）．一方，SIRT1 mRNA の発現量に変化は認められなかった（図
B）．さらに，血清飢餓刺激について検討を行った．その結果，SIRT1 mRNA 発現量は血
清飢餓刺激依存的に有意に上昇した（図 B）．ATRAP-KD はこの SIRT1 mRNA 発現上昇
に影響を与えなかった．一方で，血清飢餓刺激により，SIRT1mRNA の発現が上昇するに
も関わらず，SIRT1 タンパク質の発現には影響を与えなかった（図 A）． 
さらに，ATRAPを欠損させた ciRPTEC (ATRAP-KO)を樹立し，SIRT1 タンパク質発
現を解析した．その結果，ATRAP 欠損細胞では，非刺激下ではコントロール細胞と
SIRT1タンパクの発現量に差を認めなかった．一方で，ATRAP-KO 細胞では血清飢餓刺
激依存的にタンパク質の発現が有意に低下した（図 C）．この SIRT1 タンパク質発現低下
はコントロール細胞では有意には認められなかった．一方で，血清飢餓刺激依存的な





て ATRAP が SIRT 1 タンパク質の発現を正に制御していることを示唆している．一方，
ATRAP のノックダウンやノックアウトは SIRT1 mRNA の発現を変化させなかった．
ciRPTEC において，SIRT1タンパク質の発現量は，SIRT1 mRNA の発現量と必ずしも一
致せず，血清飢餓によって SIRT1 mRNA 蓄積が誘導されたとしても，SIRT1 タンパク質









































図 ウエスタンブロット法及び RT-qPCRを用いた SIRT1の発現量について 
siRNA を用いて ATRAP ノックダウンを行い、血清飢餓刺激前後での、SIRT1 のタンパク
発現量(A)と mRNA 発現量(B)．CRISPR-CAS9 を用いた ATRAPノックアウト細胞を作
成、血清飢餓刺激前後での SIRT1 タンパク発現量（C）と mRNA 発現量(D)．値は平均値
±標準誤差．各群 n=3 ずつ．#P<0.05 vs コントロール siRNA 群 *P<0.05，***P<0.001 
vs 通常血清培地群．(Yamaji et al., (2019), Angiotensin II type 1 receptor associated 
protein defciency attenuates sirtuin1 expression in an immortalised human renal proximal 






Uneda K, Wakui H, Maeda A, Azushima K, Kobayashi R, Haku S, Ohki K, Haruhara K, 
Kinguchi S, Matsuda M, Ohsawa M, Minegishi S, Ishigami T, Toya Y, Atobe Y, Yamashita 
A, Umemura S, Tamura K. (2017), Angiotensin II Type 1 Receptor-Associated Protein 






Angiotensin II type 1 receptor associated protein defciency attenuates sirtuin1 
expression in an immortalised human renal proximal tubule cell line 
Yamaji T, Yamashita A, Wakui H, Azushima K, Uneda K, Fujikawa Y, Haku S, 
Kobayashi R, Ohki K, Haruhara K, Kinguchi S, Ishii T, Yamada T, Urate S, Suzuki T, 
Abe E, Tanaka Kamimura D, Ishigami T, Toya Y, Takahashi H, Tamura K. 
Sci Rep. 9, 16550, 2019. 
 
Ⅱ 参考論文 
1. Circadian clock disruption in mice with adenine-induced tubulointerstitial nephropathy.  
Motohashi H, Tahara Y, Whittaker D, Wang H, Yamaji T, Wakui H, Haraguchi A, 
Yamazaki M, Miyakawa H, Hama K, Sasaki H, Sakai T, Aoyama S, Hirooka R, Takahashi 
K, Takizawa M, Makino S, Aoyama S, Colwell S, Shibata S.. 
 Kidney Int. 97, 728-740, 2020. 
2. Effects of Rikkunshito treatment on renal fibrosis/inflammation and body weight 
reduction in a unilateral ureteral obstruction model in mice.  
Wakui H, Yamaji T, Azushima K, Uneda K, Haruhara K, Nakamura A, Ohki K, Kinguchi 
S, Kobayashi R, Urate S, Suzuki T, Kamimura D, Minegishi S, Ishigami T, Kanaoka T, 
Matsuo K, Miyazaki T, Fujikawa T, Yamashita A, Tamura K.  
 Sci Rep. 10, 1782, 2020. 
3. Effects of rikkunshito on renal fibrosis and inflammation in angiotensin II-infused mice.  
Azushima K, Uneda K, Wakui H, Ohki K, Haruhara K, Kobayashi R, Haku S, Kinguchi S,  
Yamaji T, Minegishi S, Ishigami T, Yamashita A, Tamura K.  
Sci Rep. 9, 6201, 2019. 
4. Effects of ATRAP in Renal Proximal Tubules on Angiotensin-Dependent Hypertension.  
Kinguchi S, Wakui H, Azushima K, Haruhara K, Koguchi T, Ohki K, Uneda K, Matsuda 
M, Haku S, Yamaji T, Yamada T, Kobayashi R, Minegishi S, Ishigami T, Yamashita A, 
Fujikawa T, Tamura K.  
 J Am Heart Assoc. 8, e012395, 2019. 
5. Angiotensin II Type 1 Receptor-associated Protein Inhibits Angiotensin II-induced 
Insulin Resistance with Suppression of Oxidative Stress in Skeletal Muscle Tissue.  
Ohki K, Wakui H, Kishio N, Azushima K, Uneda K, Haku S, Kobayashi R, Haruhara K, 
Kinguchi S, Yamaji T, Yamada T, Minegishi S, Ishigami T, Toya Y, Yamashita A, Imajo 
K, Nakajima A, Kato I, Ohashi K, Tamura K.  
Sci Rep. 8, 2846, 2018. 
6. Early Enhanced Leucine-Rich α-2-Glycoprotein-1 Expression in Glomerular 
Endothelial Cells of Type 2 Diabetic Nephropathy Model Mice.  
Haku S, Wakui H, Azushima K, Haruhara K, Kinguchi S, Ohki K, Uneda K, Kobayashi R, 
Matsuda M, Yamaji T, Yamada T, Minegishi S, Ishigami T, Yamashita A, Ohashi K, 
Tamura K.  
Biomed Res Int. 2018:2817045, 2018. 
7. An interesting cross-talk between the glucagon-like peptide-1 receptor axis and 
angiotensin receptor pathway for modulation of renal sodium handling in obesity. 
Tamura K, Yamaji T, Yamada T, Ohsawa M, Wakui H. 
Hypertens Res . 41, 784-786, 2018. 
 
